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論文内容要旨
 ゾウリムシ(Parameo∫ロmoaHda如m)には、種の中に相補的な接合型(E(even)型、0(odd)型)から成る
 シンジェン(syngen)と呼ばれるグループが16報告されている。性的に成熟し、培養の定常期に入った同
 じsyngenのE型細胞と0型細胞を混ぜ合わせると、syngen特異的に凝集塊を生じ(matingreaction)、その後、
 2細胞ずつからなる接合対を作り有性生殖である接合を行う。だが、異なるsyllgenのE型細胞と0型細胞
 を混ぜ合わせてもmatingreactiollは起らず、接合過程は全く進行しない。このように、それぞれのsyngen
 は性的に隔離されていると言える。一方、複数のsyngenのE型細胞と0型細胞を混ぜた場合や、複数の
 syngenの細胞に同時に化学的な処理により接合を誘導した場合には、異なるsyngen問での接合対も形成さ
 れ、正常な接合過程を完了する。さらに、こうして得られたsyngen問接合対の子孫も稔性を示す。これら
 のことから.Roaudaωmのsyngenは種とすることが出来ないものの、種分化の初期段階であると考えられる。
 matingreactionに関与する物質は接合型物質と呼ばれ、繊毛膜に組み込まれたタンパク質であると考えら
 れているが、その単離・同定には成功していない。
 我々は先にsyngen3に属する接合型0型の27aG3株の繊毛を抗原とし、接合型特異的に接合を阻害する
 モノクローナル抗体の作成に成功した(Azumaeta1.,1996Eur.J,Protistol.32,Suppl.I14-9)。この抗体で処
 理された細胞は接合型特異的に交配反応活性を失うことから、この抗体は、接合型物質或いはそれに密
 接に関わる物質に結合することで、相補的な物質との反応性を失わせていると思われる。
 本研究では、このモノクローナル抗体の抗原を単離し、その抗原となる物質をsyngen間で比較することに
 より、それぞれのsyngenがどのような類似性を持ち、また、どのように分化しているかを知ることを目的
 とした。
 単離繊毛をSDS-PAGEの後、ウエスタンプロットした場合、抗体が特異的に認識するバンドは見られな
 かった。そこで、様々なデタージェントを用いて抗原性が失われずに可溶化される条件を探した結果、
 単離繊毛をη一Dodecyl一β一D-maltoside溶液により可溶化すると、イムノブロットにより抗原が一本のバンド
 として明瞭に確認できることがわかった。さらに、イムノブロットによるバンドが接合型特異的である
 ことを確かめるためにE3型細胞であるClO3株を用いて同様の実験を行った結果、イムノブロットによる
 認識はC103株では見られず、03型細胞の27aG3株の繊毛にのみ見られることが確かめられた。
 η一Dodecyl一β一D-maltoside溶液による可溶化の後に電気泳動を行うと、抗原性を失わずに電気泳動及びウ
 エスタンプロッティングが可能であることが分かり、抗体が認識するバンドを同定することができたの
 で、抗原となるタンパク質の同定を試みた。接合活性のある27aG3株の単離繊毛をn-Dodecyl一β一D-
 maltosideにより可溶化し、電気泳動を行い、抗体が認識するバンドを切り出し、タンパク質を回収した。
 回収したタンパク質はSDS-PAGEまたは、HPLCにより分析した。SDS-PAGEにより再度電気泳動した場
 合には、33KDa付近と57KDa付近に2本の主要なバンドが観察され、さらに数本の比較的薄いバンドが観
 察された。それらのバンドを相補的な接合型のC103株の繊毛や対数増殖期の接合活性の見られない27aG3
 株の繊毛と比較すると、いくつかのバンドの濃さが相対的に異なることが観察された。次に、27aG3株で
 は最も濃いバンドの一つであるが、ClO3株では薄くしか観察されれない33KDa付近のバンドのタンパク
 質をCMP33(ciliarymembraneprotein33KDa)と名付け、N末端のアミノ酸配列を決定した。また、HPLCに
 よる分析では1つの大きなピーク2つのと小さなピーク、計3つのピークが見られ、それぞれのピークに
 ついて、N末端のアミノ酸配列の決定を試みた。その結果、大きなピークと小さなピークの内の1つにつ
 いてはCMP33の配列と同一であった。次に、CMP33のN末端のアミノ酸配列を基に、縮退プライマーを
 作成してcDNAをテンプレートとしたPCRを行い、CMP33をコードする遺伝子、omρ33の全塩基配列を決
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 定した。その結果、cmp33はストップコドンも含めて831bp、276アミノ酸からなることが分かった。さら
 に、アミノ酸シークエンスされたタンパク質のN末端のアミノ酸は、塩基配列から推定されるアミノ酸配
 列のN末端から18番目のアミノ酸であること、C末端には膜貫通部位があること、インテグリンファミリ
 ー のタンパク質の認識部位として知られるRGD配列があること、2つのN-giycosylationsite(NGS配列)
 があることが分かった。その後、相補的な接合型のClO3株の遺伝子配列も決定し、比較したところ、両
 者の配列は非常に近いものだった。
 さらに5つのsyngenに属する18株について塩基配列を調べた。その結果から系統樹を作成すると、塩基
 配列は3つのクラスターに分かれることがわかった。1つ目のクラスター1にはsyngen1に属する株であ
 るHoc2、Hoc4、F4の3株が属し、次のクラスターHにはsyngenlのNas15、88T23-2及び、syngen4の
 Tan-1、Tan-2、C211、Hot1の株が属し、クラスター皿にはsyngen2のGT806、GT704、syngen3のYat、
 Ym2、Nn21、G3、Ks3、c103、及びsyngen12のIKの株が属していた。クラスター間でのホモロジー1ヰ約
 70-80%と一つの種の生物のタンパク質としては、変異が大変大きい事が分かった。推定されるアミノ
 酸配列から作成した系統樹も同様に3つのクラスターに分かれ、クラスター間の変異は、非同義置換の
 割合が同義置換の割合に対して大きかった。
…
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 論文審査の結果の要旨
 ゾウリムシは一つの種の中にシンジェンと呼ばれる接合可能なグループが16あり,互いに性的に隔離
 されている。性的隔離があるにも拘わらずシンジェンを種としない理由は,相補的接合型の細胞を混ぜ
 たときにおこる交配反応には特異性があるが,それに続く細胞接着に特異性が無く,ほかのシンジェン
 の細胞とも接着して接合過程を進行し,子孫も稔性を示すからである。シンジェンの性的隔離は交配反
 応でのみ行わる。交配反応に関わる接合型物質が分かればシンジェン分化の機構が明らかになると思わ
 れる。著者は,ここに注目し,接合型03に対するモノクローン抗体を得,これの抗原である繊毛膜タン
 パク質を同定し,このタンパク質をそれぞれのシンジェン間で比較することにより,各シンジェンがど
 のような類似性を持ちどのように分化しているかを知ることを目的としている。
 まず,膜を可溶化する界面活性剤はη一Dodecyl一β一D-maltosideが適すること,これを用いて33KDaタンパ
 ク質(CMP33)が抗原の一つであることを見いだし,CMP33のN末端側のアミノ酸配列をきめた。これを基
 にしてCMP33をコードする遺伝子omp33の全塩基配列を決定した。予想されるアミノ酸配列にはシグナ
 ルペプチド,RGD配列,2個のNGS配列を持ち,C末端近くに膜貫通配列を持つ。このomρ33遺伝子は
 接合型E3の細胞でもかなりの相同性がある。ほかの5つのシンジェンに属する18株の塩基配列をもとに
 系統樹を作成し,シンジェン1のみ,シンジェン1と4,及びシンジェン2,3,12からなる3つクラ
 スターに分けられることを見いだした。クラスター問での塩基配列とアミノ酸配列の相同性は低く,同
 一種の生物の持つタンパク質としては変異が大きく,クラスター間の変異は非同義置換の割合が同義置
 換の割合に対して大きいこと等が明らかになった。
 以上,東陽一郎提出の論文は,ゾウリムシの接合型物質に関連したタンパク質を初めて同定し,その
 遺伝子構造,予想アミノ酸配列を決定して接合の研究に新たな展開をもたらした。また,シンジェンの
 系統関係が3つのクラスターに分かれることからシンジェン分化研究への先鞭を付けた。これは本人が
 自立して研究活動を行うに必要な高度の研究能力と学識を有することを示しており,東陽一郎提出の論
 文は博士(理学)の学位論文として合格と認める。
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